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МЕТОД СТАБИЛИЗАЦИИ БЕЛКОВ, ОСНОВАННЫЙ
НА ПРЕДСКАЗАНИИ НАТИВНО-РАЗВЁРНУТЫХ УЧАСТКОВ.
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ская, 4
Исследован белок Gαo из Drosophila melanogaster. Авторы спроектировали SS-связь
в этом белке таким образом, чтобы увеличить его стабильность. Выбор участка полипептид-
ной цепи для введения цистеинового мостика основывался на расчётах программ, которые
используются для предсказания нативно-развёрнутых белков. В предыдущих работах выска-
зывалось предположение, что в структурированных белках такие программы предсказывают
не нативно-развёрнутые, а «ослабленные» участки белка, которые не способны приобрести
жёсткую структуру без дополнительных гидрофобных взаимодействий. Соответственно вве-
дение SS-связей в таких участках с большой вероятностью приведёт к стабилизации белка.
Этот подход использовался в представленной работе. Методом микрокалориметрии показа-
но, что спроектированный SS-мостик привёл к увеличению температуры плавления одного
из доменов белка Gαo на 4 K. Библиогр. 20 назв. Ил. 3. Табл. 1.
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Protein Gαo from Drosophila melanogaster has been studied. We have designed an SS-bridge
in this protein in such a way that its stability could be increased. The choice of a region in the
polypeptide chain for insertion of the cysteine bridge was based on calculations performed using
programs for the prediction of intrinsically disordered proteins. In our previous paper we proposed
that, in structured proteins, these programs predict “weakened” protein regions unable to have
a rigid structure without additional hydrophobic interactions rather than intrinsically disordered
regions. Consequently, insertion of SS-bridges in such regions will most probably lead to stabiliza-
tion of the protein. It was just this approach that was used in the presented study. It is demon-
strated with the microcalorimetry method that the insertion of the designed SS-bridge resulted in
4 K increase in the melting temperature of one domain of protein Gαo. Refs 20. Figs 3. Tables 1.
Keywords: Gαo, diﬀerential scanning microcalorimetry, SS-bridge, protein stability, protein
intrinsic disorder.
Введение. Существуют теоретические методы, которые по аминокислотной по-
следовательности белка предсказывают, принадлежит данный белок к классу жёстко
упакованных или к классу нативно-развёрнутых белков [1, 2]. Согласно им практиче-
ски в каждом плотно упакованном белке есть небольшие участки полипептидной цепи
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(10–20 аминокислотных остатков), которые могут быть отнесены к нативно-развёрну-
тым. При этом из кристаллографических или ЯМР-исследований известно, что эти
участки структурированы и ничем особо не отличаются от других участков белка. Та-
кое несоответствие теоретических предсказаний и экспериментальных данных вряд ли
можно объяснить ошибкой расчётов, поскольку одни и те же участки белка предска-
зываются как нативно-развёрнутые программами, основанными на совершенно разных
методах. Так, например, одни программы используют статистику встречаемости в раз-
ных белках отдельных аминокислотных остатков или участков полипептидной цепи
[1, 3, 4], а другие — сравнивают структуры белков с помощью нейронных сетей [5–7].
Многие исследователи считают, что реализованные в этих программах алгоритмы поз-
воляют предсказать не столько принадлежность участка полипептидной цепи к натив-
но-развёрнутым (т. е. подвижность и неструктурированность), а скорее неспособность
этого участка самостоятельно приобретать жёсткую структуру. Если это так, то про-
граммы, предсказывающие положение нативно-развёрнутых участков в белке, могут
помочь в поиске «слабых» участков в глобулярных белках. В свою очередь, именно эти
участки можно считать главными «кандидатами» для введения SS-связи в случаях, ко-
гда перед экспериментаторами стоит задача увеличить стабильность белка. В предыду-
щей нашей работе мы проверили это предположение на зеленом флуоресцентном белке
(GFP) [8, 9].
В представляемом исследовании мы стабилизировали белок Gαo из Drosophila
melanogaster путём введения SS-мостика. Белок Gαo является наиболее распростра-
нённым и мало изученным представителем Gα субъединиц гетеротримерных G-белков,
состоящих из трёх субъединиц: α, β и γ. G-белки играют важную роль в передаче сиг-
налов в эукариотической клетке, взаимодействуя с ассоциированными с ними транс-
мембранными рецепторами суперсемейства GPCR [10].
В процессе опытов Gαo из D. melanogaster оказалось, что его сложно закристал-
лизовать. Мы предположили, что увеличение стабильности этого белка поможет в его
кристаллизации и дальнейшем изучении.
Для того чтобы увеличить стабильность белка, необходимо найти его самый слабый
структурный элемент. В структуре Gα белков можно выделить два домена, один из
которых отвечает за связывание молекулы ГДФ. Если сравнивать белки из разных
организмов, то они различаются в основном вторым (спиральным) доменом. Именно
этот домен мы решили стабилизировать введением дисульфидной связи. Введённая
SS-связь стабилизировала выбранный домен белка Gαo на 4 K. Сейчас ведётся работа
по кристаллизации мутантной формы этого белка.
Mатериалы и методы.
Экспрессия и очистка белка. Клетки Escherichia coli M15 pREP4 (Quagen)
трансформировали плазмидой pQE30-Gαo, содержащей ген белка Gαo. Плазмида с ге-
ном Gαo-V82T была сконструирована по стандартной ПЦР-методике с использованием
соответствующих праймеров и вектора pET-28a в качестве матрицы. Правильность
последовательностей обоих белков проверяли секвенированием. Белок был выделен
и очищен, как описано в [11]. Чистоту препарата оценивали с помощью электрофо-
реза в ПААГ в присутствии SDS.
Химия белка. Концентрация белка определялась по поглощению на 280 нм с ко-
эффициентом экстинкции A0,1%280 = 0,77 [11]. Формирование дисульфидной связи в му-
тантной форме Gαo-V82C происходит спонтанно в буфере 20 мМ BICINE, pH = 7,5,
и проверяется электрофорезом в ПААГ в присутствии SDS (по Лэммли) [12], без до-
бавления восстановителей. Мутантную форму белка Gαo-V82C с завязанной SS-связью
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получали путём инкубации при 100-кратном избытке DTT в течение 30 мин при 37℃
в буфере 20 мМ BICINE, pH = 7,5, затем проводили диализ против буфера 20 мМ
BICINE, 1 мМ DTT (DTT необходим для предотвращения самоокисления SH-групп
в растворе).
Дифференциальная сканирующая микрокалориметрия. Микрокалоримет-
рические измерения проводились на дифференциальном сканирующем микрокалори-
метре SCAL-1 (ИБП РАН) со стеклянной ячейкой объёмом 0,33 мл при скорости ска-
нирования 1 K/мин и под давлением 2,5 атм [13]. Концентрация белка в экспериментах
составляла 1,0 мг/мл в буфере 20 мМ BICINE, pH = 7,5. Зависимость молярной теп-
лоёмкости от температуры рассчитывали стандартным способом [14] и в дальнейшем
анализировали с использованием программы SigmaPlot (Jandel, USA).
Результаты и обсуждение.
1. Поиск «ослабленных» участков в аминокислотной последовательно-
сти белка Gαo из D. melanogaster. Белок Gαo состоит из двух доменов. Домен
I образован N- и С-концевыми частями полипептидной цепи белка (1–64 и 181–345),
домен II — её средней частью (65–180) [15]. Домен I белка Gαo обладает ГTФ-азной ак-
тивностью и способен связывать молекулу ГДФ. Аминокислотная последовательность
этого домена достаточно консервативна в белках из разных организмов. Домен II го-
раздо больше отличается по аминокислотному составу в белках из разных организмов.
Именно это отличие может служить причиной нестабильности или подвижности доме-
на II белка Gαo из D. melanogaster, в результате которой он плохо кристаллизуется.
Поэтому мы решили стабилизировать именно домен II в белке Gαo.
Для поиска «ослабленных» участков в белке Gαo использовались программы
PONDR-FIT и IsUnstruct [1, 2]. На рис. 1 показана вероятность для разных аминокис-
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Рис. 1. Вероятность аминокислотных остатков в белке Gαo из D. melanogaster
быть неупорядоченными (в нативно-развёрнутом состоянии):
вертикальными пунктирными линиями выделен участок аминокислотной последовательности белка
(65–180), образующий один из доменов Gαo (домен II); чёрной полоской внизу графика показан
участок аминокислотной последовательности (90–120), который предполагалось стабилизировать
введением SS-мостика; серыми кружочками показано положение аминокислотных остатков, между
которыми спроектирован цистеиновый мостик
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лотных остатков белка Gαo быть в нативно-развёрнутом состоянии. Видно, что графи-
ки похожи. Вертикальными пунктирными линиями выделен участок аминокислотной
последовательности Gαo, образующий домен II (аминокислоты 65–180). Обе исполь-
зованные для расчётов программы предсказывают достаточно высокую вероятность
участка аминокислотной последовательности 90–120 быть в нативно-развёрнутом со-
стоянии. Именно этот «ослабленный» участок мы и решили стабилизировать введением
SS-мостика.
2. Проектирование SS-связи в Gαo из D. melanogaster. Проектирование
SS-связи в белке Gαo из D. melanogaster затруднено, так как неизвестна пространствен-
ная структура этого белка. Поэтому мы использовали довольно часто применяемый
подход, суть которого состоит в следующем.
1. Выбрать белок с известной пространственной структурой, высоко гомологичный
«нашему» — «модельный» белок.
2. В пространственной структуре «модельного» белка найти сближенные аминокис-
лотные остатки, замена которых на остатки цистеинов приведет к образованию SS-мос-
тика.
3. Сопоставить аминокислотные последовательности «нашего» белка и «модельно-
го» белка. По выравниванию аминокислотных последовательностей двух белков опре-
делить, какие аминокислотные остатки в «нашем» белке соответствуют аминокислот-
ным остаткам, которые выбраны в «модельном» белке для введения SS-мостика.
Таким образом, можно выбрать аминокислотные остатки, замена которых на остат-
ки цистеинов позволит ввести SS-мостик в белок, пространственная структура которого
неизвестна.
В качестве «модельного» белка мы использовали белок Gαo из M. musculus, про-
странственная структура которого известна (структура в PDB: 3С7К [16]), а ами-
нокислотная последовательность высоко гомологична последовательности белка Gαo
D. melanogaster. Гомология всего белка 99%, домена, включающего аминокислотные
остатки 65–180, составляет 76%.
На рис. 2, а показана структура Gαo из M. musculus. Чёрным цветом выделен уча-
сток от 90 до 120 аминокислотного остатка, который, по предсказанию программ, мо-
жет быть нативно-развёрнутым, а следовательно, самым нестабильным. Пунктирной
линией разделены два домена этого белка: домен I — аминокислотные остатки 35–64
и 181–345; домен II — аминокислотные остатки 65–180. Аминокислотные остатки 82
и 111, между которыми спроектирован дисульфидный мостик, показаны объёмными.
Домен I белка Gαo связывает молекулу ГДФ (структура показана на рисунке). Именно
этот участок белка мы решили стабилизировать, «сшив» цистеиновым мостиком две
контактирующие α-спирали. Для этого мы выбрали А82 и V111 в белке Gαo из M. мus-
culus. Поворот и взаимное расположение этих аминокислотных остатков подходят для
образования SS-связи. Сравнение аминокислотных последовательностей белков Gαo из
M. musculus и D. melanogaster показало, что в белке Gαо из D. melanogaster выбранным
нами аминокислотным остаткам соответствуют остатки валина и цистеина.
На рис. 2, б показано выравнивание аминокислотной последовательности доменов
II этих двух белков. Выравнивание выполнено программой BLAST [20]. Серым цве-
том выделены аминокислотные остатки, различающиеся в обеих последовательностях.
Рамочкой отмечены остатки 82 и 111, между которыми спроектирована SS-связь. По-
скольку 111-й аминокислотный остаток в белке Gαo D. melanogaster это цистеин, для
введения SS-связи между аминокислотными остатками 82 и 111 достаточно сделать
только одну аминокислотную замену — V82C.
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Рис. 2. Пространственная структура Gαo M. musculus (PDB: 3С7К) (а);
выравнивание аминокислотных последовательностей домена II белков Gαo
M. musculus (верхняя строчка) и D. melanogaster (нижняя строчка) (б )
3. Исследование стабильности белка Gαo с введённой SS-связью. В работе
не ставилась задача подробно исследовать белок Gαo. Мы хотели всего лишь сравнить
стабильность белка Gαo дикого типа и его мутантной формы с SS-связью, введённой
в участок полипептидной цепи, который предсказан как нативно-развёрнутый.
На рис. 3, a показаны кривые плавления белка Gαo и его мутантной формы с вве-
дённой SS-связью. На каждой из кривых плавления есть два максимума, которые, ве-
роятнее всего, связаны с плавлением двух доменов белка Gαo. На рисунке видно, что
положение первого пика плавления совпадает у белка дикого типа и его мутантной фор-
мы (Tm1 ≈ 320 К), а положение второго пика плавления — отличается. Tm2 для белка
Gαo дикого типа — 329 К, а для мутантной формы этого белка — 333 К. Таким обра-
зом, внесённая нами SS-связь стабилизирует один из доменов белка Gαo и увеличивает
температуру его плавления на 4 K.
Следующий опыт позволил убедиться в том, что первый пик плавления Gαo связан
с разрушением домена, связывающего молекулу ГДФ (домен I, см. рис. 2). В отсут-
ствие ГДФ у белка дикого типа (рис. 3, б ) и у белка с введённой SS-связью (рис. 3, в)
первый пик плавления сдвигается в область меньших температур. Параметры кривых
плавления (температуры максимумов и энтальпии плавления) показаны в таблице.
Температуры максимумов (Tm1, Tm2) и энтальпии плавления (H1, H2),
рассчитанные для доменов I и II белков
Tm1 ± 1, K Tm2 ± 1, K H ± 5, кДж/мольH1 ± 5, кДж/моль H2 ± 5, кДж/моль
WT + ГДФ 321 329 295 153 143
WT − ГДФ 317 329 305 148 149
V82C + ГДФ 320 333 375 80 298
V82C − ГДФ 316 332 373 84 289
П р и м е ч а н и е. H — общая энтальпия плавления белка, рассчитанная из экспериментальных
данных.
4. Выводы и предположения. Анализ кривых плавления белка Gαo, получен-
ных методом микрокалориметрии, позволяет сделать следующие выводы. При плавле-
нии белка Gαo сначала происходит разрушение домена I, связывающего ГДФ, а затем
домена II. При этом SS-связь, спроектированная во втором домене Gαo, на участке
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Рис. 3. Зависимость избыточной теплоёмкости белка Gαo от температуры для белка Gαo
дикого типа (WT) и его мутантной формы с введённой SS-связью (V82C) в присутствии
ГДФ (а); для Gαo дикого типа в присутствии и в отсутствии ГДФ (б ); для мутантной формы
Gαo (V82C) в присутствии и отсутствии ГДФ (в):
непрерывной линией на всех графиках показанa подгонка экспериментальных данных, которая
проводилась по одностадийной модели, предполагая, что домены Gαo плавятся независимо;
пунктирной линией показаны кривые плавления отдельных доменов, рассчитанные из подгонки
общей кривой плавления
полипептидной цепи, который предсказан программами PONDR-FIT и IsUnstruct как
нативно-развёрнутый, действительно стабилизирует этот домен, увеличивая темпера-
туру его плавления на 4 K.
Анализируя данные, показанные в таблице (H1,2 и Tm1,2), можно сделать вывод, что
плавление двух доменов белка Gαo нельзя считать независимым, поскольку цистеино-
вый мостик, введённый нами в домене II, повлиял на энтальпию плавления домена I.
Из таблицы видно, что значение энтальпии H1 для мутантного белка уменьшилось по
сравнению со значением энтальпии H1 для белка дикого типа. При этом температура
плавления первого домена (Tm1) для обоих белков практически не изменилась, т. е. от
одного домена белка Gαo к другому могут передаваться «сигналы» в виде небольшого
изменения структуры или способности взаимодействовать с лигандами. В частности,
можно предположить, что SS-мостик, введённый нами в домене II Gαo, мог повлиять
на связывание ГДФ в домене I, что в свою очередь проявилось в изменении его эн-
тальпии плавления. Влияние связывания лигандов на энтальпию плавления доменов
белков также наблюдается у некоторых глобулярных белков [17–19].
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